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論文内容の要旨
〔目的〕
ボ、ルナ病ウイルス (BDV) は、マイナス鎖、一本鎖の RNA をゲノムに持つモノネガウイルスである。これまでに、
統合失調症や慢性疲労症候群など原因不明の神経・精神疾患患者で高い BDV 抗体保有率が報告されている。しかし、
BDV 感染と特定疾患との関連性は依然不明である。私たちの研究室では、 BDV の主要ウイルス抗原で、あるリン酸化
(p) 蛋白質の病態発現に関わる役割を解析してきた。これまでに、 P 蛋白質が宿主の多機能因子である HMGB1
(High-mobility group box 1 protein) と結合し、培養細胞内で機能を阻害していることを明らかにしている。本研
究では、 P 蛋白質による HMGB1 機能阻害の意義を詳細に追究することを目的に、 P 蛋白質と HMGB1 との結合領
域の同定をおこなった。また、 HMGB1 の機能のひとつで、ある p53 転写活性化能への P 蛋白質発現の影響についても
解析をおこなった。
〔方法ならびに成績〕
大腸菌あるいはパキュロウイルスを用いて組換え P 蛋白質と HMGB1 の発現をおこなった。組換え蛋白質より各
種欠損変異体を作製し、 far-Western blotting ならびに mammalian two-hybrid を用いて P 蛋白質と HMGB1 との
結合部位の同定をおこなった。その結果、 P 蛋白質の中央領域に位置する 10 アミノ酸残基、 K77LVTELAENS86、な
らびに HMGB1 のアミノ末端に存在する A-box 領域が相互の結合に重要であることを突き止めた。また、 P 蛋白質の
アミノ末端から 86 残基を欠損している変異体では、 P 蛋白質がもっ細胞突起伸長抑制作用を欠いていることも確か
められた。
これまでの報告により、 HMGB1 はがん抑制因子である p53 と A-box 領域を介して結合し、 p53 の転写活性化能を
促進していることが明らかとなっている。そこで次に、 P 蛋白質の発現が HMGB1 と p53 との結合へ与える影響を検
討した。 Mammalian two-hybrid による解析の結果、 P 蛋白質と p53 は HMGB1 への結合を互いに競合阻害するこ
とが明らかとなった。また、 p53 により転写が活性化される Cyclin G1 プロモーターの下流に luciferase 遺伝子を結
合させたレポータープラスミドを用いて、 P 蛋白質による p53 転写活性化能の抑制効果を解析した。レポータープラ
スミドを発現させた p53 欠損 H1299 細胞に p53 と HMGB1 発現プラスミドを導入すると顕著な luciferase 活性の上
昇が確認された。一方、その活性化は P 蛋白質の発現により有意に抑制されることが明らかとなった。
さらに、 BDV持続感染細胞において p53 誘導蛋白質の活性化が実際に抑制されるかの検討をおこなった。 BDV持
続感染 C6 細胞を用いて、 CyclosporineA (CsA) 処理による p53 の誘導と 'p53 関連蛋白質 p21waf1の発現上昇の解
析をおこなった。非感染細胞では CsA 処理により p21waf1の顕著な活性化が確認されたが、 BDV 持続感染 C6 細胞
ではその活性化レベルは有意に低下していた。以上の結果より、 BDVP 蛋白質は HMGB1 との結合を介して p53 の
転写活性化能を阻害していることが示された。 p53 により活性化される宿主因子の多くは感染に対する細胞側の防御
機構に関与すると考えられている。 HMGB1 結合を介した P 蛋白質の p53 転写活性化能の阻害は、 BDV の持続感染
成立にも重要な機序を提供している可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
ボ、ルナ病ウイルス (BDV) は、マイナス鎖、一本鎖の RNA をゲノムに持つモノネガウイルスである。これまでに、
P 蛋白質が宿主の多機能因子である HMGB1 と結合し、その機能を阻害することが知られている。
張国旗君は、 P 蛋白質による HMGB1 機能阻害の意義を解明することを目的に、 P 蛋白質と HMGB1 との結合領
域の同定を試みた。そして、 P 蛋白質の中央領域に位置する 10 アミノ酸残基ならびに HMGB1 のアミノ末端に存在
する A-box 領域が相互の結合に重要であることを明らかにした。これまでの報告により、 HMGB1 はがん抑制因子で
ある p53 と A-box 領域を介して結合し、 p53 の転写活性化能を促進していることが明らかにされている。そこで、本
研究ではさらに p53 欠損細胞株を用いて、 P 蛋白質の HMGB1・p53 結合への影響を確認した。その結果、 P 蛋白質が
p53 の HMGB1 への結合を競合阻害するとともに、 p53 の転写活性化能も抑制することを明らかにした。
張国旗君の研究内容は、 P 蛋白質と HMGB1 との結合領域を同定し、さらに BDVP 蛋白質が HMGB1 との結合を
介して、間接的に p53 の機能を阻害することを見事に証明したものであり、学位の授与に値すると考えられる。
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